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INTRODUZIONE 
 
1. Il problema delle resistenze agli antibiotici: quali sono i batteri 
coinvolti e come sviluppano le resistenze 
 
L’antibiotico resistenza è uno dei problemi che dal punto di vista sanitario 
caratterizza maggiormente il nostro secolo e che negli ultimi anni ha 
assunto una notevole rilevanza. Come riporta una circolare del Ministero 
della Salute del 2013, “negli ultimi anni in Italia si stanno diffondendo 
batteri Gram negativi, appartenenti soprattutto alla famiglia degli 
Enterobatteri e alla specie Klebsiella pneumoniae, che risultano resistenti 
ai carbapenemi (es: imipenem e meropenem), farmaci fondamentali per la 
cura delle infezioni gravi causate da batteri multi-resistenti”. In questa 
circolare viene anche evidenziato come la causa dell’enorme diffusione di 
questi batteri multi-resistenti sia da attribuire alla sintesi, ad opera dei 
batteri stessi, di carbapenemasi. Le carbapenemasi sono una classe di 
enzimi che fa parte del gruppo delle beta-lattamasi e che è in grado di 
inattivare una vasta gamma di antibiotici beta-lattamici, tra i quali figurano 
i carbapenemi. La produzione di carbapenemasi è quindi uno dei fattori 
responsabili della resistenza agli antibiotici ad ampio spettro. Gli 
organismi che producono carbapenemasi vengono generalmente definiti 
CPO (carbapenemase producing organism) e comprendono molte specie di 
Enterobatteri (CPE, carbapenemase producing Enterobacteriaceae, anche 
definiti come CRE: carbapenem-resistant Enterobacteriaceae). 
Gli Enterobatteri, tra cui la Klebsiella pneumoniae, fanno parte della 
normale flora intestinale umana ma sono spesso responsabili di infezioni 
all’apparato respiratorio, urinario e ad altri distretti corporei proprio a 
causa della loro capacità di acquisire resistenze agli antibiotici (Gomez-
Simmonds & Uhlemann, 2017) e di trasmetterle ad altre specie attraverso 
la disseminazione di elementi genetici mobili, quali plasmidi e trasposoni, 
che trasportano i geni codificanti le carbapenemasi (Ministero della Salute, 
2013).  
Le carbapenemasi prodotte dagli Enterobatteri sono suddivise in tre classi: 
A, B e D. La classe A comprende le carbapenemasi a serina (serina beta-
lattamasi), chiamate così dal momento che il meccanismo idrolitico di 
questa classe richiede la presenza di una serina nel sito attivo; gli 
organismi che le esprimono sono caratterizzati da una ridotta sensibilità 
all’imipenem. Questi enzimi sono difficilmente identificabili attraverso i 
test di sensibilità effettuati di routine. All’interno di questa classe sono 
incluse le KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), ormai non più 
esclusivamente prodotte dall’organismo che diede loro il nome. Gli enzimi 
appartenenti a questa classe hanno tutti la capacità di idrolizzare una vasta 
gamma di antibiotici beta-lattamici inclusi i carbapenemi, le cefalosporine, 
le penicilline e l’aztreonam. Vengono invece inibiti dall’acido clavulanico 
e dal tazobactam. Le KPC spiccano all’interno di questa categoria per 
alcune caratteristiche che le distinguono dal resto degli enzimi di classe A: 
sono collocate su plasmidi trasferibili e la loro gamma di substrati 
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idrolizzabili comprende le cefalosporine di terza generazione come il 
cefotaxime. La prima ad essere scoperta è stata la KPC-1, alla quale sono 
seguite le varianti KPC-2 e KPC-3 (caratterizzate da variazioni di un 
singolo amminoacido). In generale, le KPC idrolizzano tutte le classi di 
antibiotici beta-lattamici, con un’efficacia maggiore o minore a seconda 
dell’antibiotico considerato (Queenan & Bush, 2007). La possibilità di 
trasferimento del gene delle KPC (blaKPC) in cloni diffusi a livello 
mondiale aumenta la disseminazione delle KPC nella popolazione, 
rendendole un problema sempre più rilevante (Temkin, Adler, Lerner, & 
Carmeli, 2014). 
La classe B comprende le metallo-beta-lattamasi, capaci di idrolizzare i 
carbapenemi e di resistere agli inibitori delle beta-lattamasi disponibili in 
commercio; sono tuttavia sensibili all’inibizione mediante chelanti degli 
ioni metallici. Molti di questi enzimi idrolizzano le cefalosporine e le 
penicilline ma non sono in grado di idrolizzare l’aztreonam. Il 
meccanismo di idrolisi dipende dall’interazione dell’anello beta-lattamico 
dell’antibiotico con gli ioni zinco presenti nel sito attivo dell’enzima; 
questi enzimi sono infatti inibiti dall’EDTA, un chelante degli ioni zinco 
(Zn
2+
) e di altri cationi bivalenti. Di questa classe fanno parte le VIM 
(Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase) e le NDM (New-Delhi 
metallo-beta-lactamase). La prima delle VIM ad essere scoperta è stata la 
VIM-1, seguita poi dalla scoperta della diffusa variante VIM-2. Queste 
beta-lattamasi sono diffuse tra alcuni ceppi batterici non fermentanti e tra 
gli Enterobatteri. I geni codificanti le VIM sono blaVIM-1 e blaVIM-2 e sono 
spesso collocati all’interno di integroni sotto forma di cassette geniche che 
risiedono su plasmidi con diversi tipi di repliconi. I geni delle NDM 
(blaNDM) vengono invece trasferiti mediante plasmidi, cloni e ceppi; 
possono anche essere rinvenuti nei cromosomi (Queenan & Bush, 2007; 
Temkin et al., 2014). 
La classe D comprende le carbapenemasi a serina chiamate OXA 
(oxacillin-hydrolyzing), che rappresentano una delle famiglie prevalenti di 
beta-lattamasi codificate da plasmidi e sono presenti negli Enterobatteri. 
Sono state descritte come penicillinasi capaci di idrolizzare l’oxacillina e 
la cloxacillina. Vengono debolmente inibite dall’EDTA e dall’acido 
clavulanico e sono conosciute per avere una grande variabilità nella 
sequenza aminoacidica. Il meccanismo catalitico delle OXA condivide 
molti tratti con quello delle altre carbapenemasi a serina: il substrato e 
l’enzima formano un intermedio acilico covalente sulla serina catalitica 
che viene rapidamente deacilato portando all’inattivazione dell’antibiotico, 
idrolizzato a livello del legame tra carbonio (C) e azoto (N) dell’anello 
beta-lattamico. Tendenzialmente le OXA presentano un certo livello di 
attività idrolitica nei confronti di penicilline, di alcune cefalosporine e 
dell’imipenem (Queenan & Bush, 2007). La variante più comune è 
l’OXA-48: essa presenta un’alta attività contro le penicilline, una minima 
idrolisi nei confronti dei carbapenemi e una debole attività contro le 
cefalosporine ad ampio spettro. Tuttavia, dal momento che i ceppi batterici 
che producono OXA-48 spesso portano con sé anche beta-lattamasi a 
spettro esteso (ESBL, extended-spectrum beta-lactamase), possono 
diventare resistenti alle cefalosporine ad ampio spettro. Le OXA hanno 
5 
 
diverse strategie di diffusione come plasmidi, trasposoni, cloni. Il gene 
blaOXA-48 è trasportato da un trasposone composto e presenta diverse 
varianti a seconda dell’efficacia di mobilizzazione (Temkin et al., 2014). 
Molteplici sono quindi i fattori di rischio correlati alle infezioni da CPE e 
coinvolgono sia gli ambienti ospedalieri che quelli comunitari: pazienti 
che sono stati recentemente ospedalizzati o hanno viaggiato (anche senza 
aver avuto contatti con il sistema sanitario locale) in un paese che si sa 
avere un’alta prevalenza di CRE sono facilmente portatori ad alto rischio 
di CRE nel tratto digestivo così come persone venute a contatto con cibo 
contaminato possono essere esposte in modo elevato ai CRE; ecco perché 
è importante che ci sia una collaborazione molto stretta tra medicina 
veterinaria e medicina umana: il miglioramento delle condizioni di 
allevamento e l’aumento dell’utilizzo di misure alternative agli antibiotici 
diminuirebbero la necessità di utilizzarli e lo sviluppo di batteri resistenti 
negli animali che sono fonte di cibo per l’uomo (Potter RF, D’Souza AW, 
2016). Un altro fattore di rischio particolarmente elevato è la lunga 
degenza di pazienti che richiedono ventilazione meccanica (in seguito a 
tracheotomia), emodialisi, cura di ferite gravi, terapia antibiotica 
intravenosa a lungo termine in strutture per la lunga degenza; questi 
ambienti in particolare sono stati definiti come i posti più adatti allo 
sviluppo e alla diffusione di organismi resistenti agli antibiotici proprio 
perché i pazienti in condizioni di salute critiche e che sono ad alto rischio 
di colonizzazione sono tutti raggruppati nello stesso posto per lunghi 
periodi (Munoz-Price et al., 2010). La trasmissione può avvenire anche in 
modo crociato tra la pelle di un paziente contaminato e quella delle mani 
di un operatore sanitario; questo poi può trasmettere i batteri ad altri 
pazienti (Tacconelli et al., 2014). 
Una rappresentazione grafica della percentuale di Enterobacteriaceae 
resistenti ai carbapenemi in Europa è visibile in Figura 1 e in Figura 2. 
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Figura 1: Percentuale di casi isolati invasivi di Klebsiella pneumoniae con 
resistenza ai carbapenemi (isolate da sangue e fluido cerebrospinale), 
EU/EEA, 2014 (Potter RF, D’Souza AW, 2016). In questa immagine si 
può notare come la percentuale in Italia sia particolarmente elevata e si 
collochi tra il 25 e il 50%, come nel caso della Romania. Lo stato con la 
percentuale più alta è la Grecia, con un valore superiore al 50%. 
 
 
 
Figura 2: Percentuale di infezioni associate a casi isolati di 
Enterobacteriaceae non suscettibili ai carbapenemi, EU/EEA, 2011-2012 
(Potter RF, D’Souza AW, 2016). Anche in questa immagine si può notare 
l’elevata percentuale che caratterizza lo Stato Italiano, tra il 10 e il 25%. 
Lo stesso valore riguarda anche la Slovacchia mentre la percentuale 
maggiore, ancora una volta, è presente in Grecia (maggiore del 25%). 
 
2. Come far fronte al problema delle multiresistenze 
 
La morbilità e la mortalità associate alle infezioni da CPO sono elevate e 
le opzioni terapeutiche efficaci sono limitate (Lau et al., 2015). Oltre a 
queste problematiche, i CRE risultano in un carico finanziario per il 
sistema sanitario (ad esempio, le infezioni da CRE sono state associate ad 
una lunga permanenza in ospedale). Misure relative ad una sorveglianza 
attiva, ad un isolamento preventivo e ad uno screening dei pazienti 
trasferiti da ospedali e altre strutture sanitarie situate in un paese con 
un’alta prevalenza di CRE sono quindi misure immediate per ridurre la 
trasmissione e prevenire l’esplosione di epidemie di CRE (Potter RF, 
D’Souza AW, 2016). 
La Klebsiella pneumoniae presenta diversi fattori di virulenza che ne 
hanno permesso una rapida diffusione: lo screening completo del genoma 
(WGS, whole genome sequencing) e la tipizzazione di sequenze 
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multilocus (MLST, multilocus sequence typing) hanno dimostrato la 
plasticità del suo genoma e quindi la sua variabilità genetica (Gomez-
Simmonds & Uhlemann, 2017). E’ quindi molto importante essere in 
grado fin dall’inizio di identificare con precisione la specie batterica 
isolata, per capire come procedere con la terapia e l’isolamento dei 
pazienti colonizzati. 
Il test effettuato è l’analisi dei tamponi rettali di tutti i pazienti appena 
ammessi negli ospedali, soprattutto nel caso delle persone ritenute a 
rischio per i motivi di cui sopra. Questi test devono essere eseguiti in 
accordo con le linee guida nazionali per i test su persone a rischio di 
contaminazione da CRE e di cui il Ministero della Salute, nella circolare 
del 2013, riporta alcune misure suggerite come efficaci: identificazione 
tempestiva dei pazienti infetti, sorveglianza attiva dei pazienti colonizzati 
(screening con tamponi rettali dei pazienti colonizzati/infetti o ad alto 
rischio al momento del ricovero), isolamento dei pazienti 
colonizzati/infetti, adozione da parte del personale delle precauzioni da 
contatto nella gestione dei pazienti in questione (igiene della mani prima e 
dopo il contatto, uso di guanti e sovra camice, intensificazione dell’igiene 
ambientale). 
L’attuazione di misure rafforzate per il controllo dei CRE nel sistema 
sanitario richiede un’identificazione affidabile degli organismi resistenti 
da parte di un laboratorio di microbiologia; tuttavia, l’identificazione 
fenotipica risulta complicata dal momento che il livello di resistenza ai 
carbapenemi indotto dalla produzione di carbapenemasi è eterogeneo e la 
resistenza ai carbapenemi può essere il risultato di diversi meccanismi 
(non esiste un test unico per valutare tutte le situazioni 
contemporaneamente) (Potter RF, D’Souza AW, 2016). 
La sensibilità dell’analisi dei tamponi rettali/perianali di sorveglianza è 
stimata essere del 78%; le tecniche che utilizzano metodiche convenzionali 
quali l’analisi di colture batteriche su piastre agar sono ben consolidate e, 
se affiancate da tecniche molecolari basate sulla PCR, permettono di 
ottenere risultati ottimali (Tacconelli et al., 2014). 
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SCOPO DELLO STUDIO 
 
L’obiettivo primario di questo studio è stato quello di confrontare due sistemi 
analitici per la ricerca di geni che conferiscono ai batteri la resistenza agli 
antibiotici: i test routinariamente in uso presso la UOC Servizio di Microbiologia 
e Virologia sono stati messi a confronto con i test processati dallo strumento 
ELITe InGenius™. 
Lo studio ha quindi lo scopo di valutare le performance dello strumento ELITe 
InGenius™ per la sua possibile introduzione nella routine diagnostica. 
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MATERIALI E METODI 
 
Lo studio è stato condotto sui tamponi rettali di sorveglianza raccolti in campioni 
eSWAB prodotti dalla COPAN e contenenti terreno di amies, un liquido 
appositamente modificato al fine di mantenere la vitalità di eventuali 
microrganismi e di non interferire con le successive analisi batteriologiche e 
molecolari. Sono stati selezionati sia campioni positivi alla presenza della 
Klebsiella pneumoniae che campioni negativi, in un periodo di tempo che va dal 
26/03/2017 al 19/06/2017. 
 
1. Test effettuati presso l’UOC di Microbiologia e Virologia 
I tamponi rettali raccolti vengono seminati dallo strumento WASP della 
COPAN su piastre MacConkey II agar prodotte dalla BD (Becton 
Dickinson). Il MacConkey II agar è un terreno selettivo e differenziale per 
l’isolamento e il riconoscimento delle Enterobacteriaceae e di una grande 
varietà di batteri Gram negativi; permette una prima identificazione dei 
batteri intestinali e di altri Gram negativi in lattosio-fermentanti o non-
fermentanti. Questo terreno contiene dei peptoni che forniscono il 
nutrimento ai batteri, il cristalvioletto che inibisce la crescita di batteri 
Gram positivi (in particolare enterococchi e stafilococchi), il lattosio e 
l’indicatore del pH che aiutano a differenziare i microrganismi enterici. Le 
colonie che crescono possono presentarsi senza colore o colorate dal rosa 
al rosso, a seconda della capacità dei batteri di fermentare o meno il 
carboidrato (Becton Dickinson, 2013). La semina su questo tipo di terreno 
è suggerita dal CDC (Center for Disease Control and Prevention) come 
test di screening. Uno dei vantaggi di questa tecnica è che utilizza 
materiali e tecnologie disponibili in praticamente tutti i laboratori di 
microbiologia; una limitazione è invece data dal fatto che su questo mezzo 
cresce un numero relativamente alto di specie batteriche che non 
producono carbapenemasi e che necessitano quindi di analisi ulteriori e 
test di conferma, prolungando il tempo di ottenimento dei risultati (Lolans, 
Calvert, Won, Clark, & Hayden, 2010). 
Dopo la semina, su ogni piastra viene appoggiato manualmente un 
dischetto (prodotto dalla BD) contenente 10μg di ertapenem; il dischetto 
non viene posizionato a caso ma nella zona dove si presume vi sia una 
concentrazione maggiore di batteri piastrati. Le piastre vengono poi 
incubate a 37°C per una notte. Questo procedimento permette una prima 
analisi sulla resistenza all’antibiotico contenuto nel dischetto: dopo 
l’incubazione le piastre vengono lette una ad una e la presenza di batteri 
antibiotico-resistenti può essere facilmente rilevata grazie alla crescita di 
colonie lattosio-fermentanti e all’assenza o al diametro ridotto di un alone 
di inibizione attorno al dischetto di ertapenem. Tuttavia, la resistenza 
potrebbe essere tipica del batterio cresciuto (come nel caso dello 
Pseudomonas resistente all’ertapenem) quindi è importante distinguere tra 
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le varie specie: le colonie di Klebsiella pneumoniae hanno un aspetto 
mucoso e rosa mentre quelle di Pseudomonas hanno un caratteristico 
colore verdastro; entrambe crescono attorno al dischetto. Nel caso in cui si 
identifichi una Klebsiella pneumoniae non rilevata da analisi precedenti 
condotte sul paziente o si sia incerti sulla classificazione della colonia 
cresciuta, le piastre vengono analizzate mediante antibiogramma eseguito 
dallo strumento Sensititre ARIS® prodotto dalla Trek Diagnostic System. 
In questo caso le piastre multi-pozzetto contenenti diversi antibiotici 
liofilizzati (tra cui meropenem e imipenem, appartenenti alla categoria dei 
beta-lattamici) vengono reidratate con la sospensione batterica da 
analizzare e incubate a 34-36°C per 18 ore. Con la lettura effettuata 
automaticamente dallo strumento è possibile determinare la 
concentrazione minima inibente (MIC), ovvero la più bassa 
concentrazione di antibiotico alla quale la crescita di microrganismi 
comincia ad essere inibita. 
Al momento della lettura delle piastre i campioni che risultano dubbi (e 
quindi da analizzare mediante antibiogramma) o che risultano positivi per i 
geni della KPC in un paziente in cui la contaminazione non è mai stata 
diagnosticata precedentemente vengono di routine analizzati dal sistema 
molecolare presente “in-House” al Servizio di Microbiologia. 
 
2. Test effettuati con l’utilizzo del kit CRE ELITe MGB® e del sistema 
automatizzato ELITe InGenius™ 
 
Per effettuare questo tipo di analisi sono stati utilizzati i tamponi rettali di 
sorveglianza di cui non si sapeva ancora l’esito dell’antibiogramma ma 
che risultavano positivi alla presenza di Klebsiella pneumoniae o di dubbia 
interpretazione alla prima lettura delle piastre. Come riporta il protocollo 
della ELITechGroup del 2016, si tratta di un “saggio qualitativo di 
amplificazione degli acidi nucleici per la rilevazione del DNA dei geni per 
la resistenza agli antibiotici carbapenemici KPC, NDM, VIM, IMP, OXA-
48-like delle Enterobacteriaceae in campioni di DNA estratto da tampone 
rettale”. La tecnologia è quella di una PCR in real time. La PCR 
(Polymerase Chain Reaction) è un processo che riproduce in vitro la 
reazione di replicazione del DNA permettendo di ottenere grandi quantità 
di uno specifico frammento. Necessari allo svolgimento del processo sono 
il DNA stampo contenente il frammento da amplificare, i primers 
(oligonucleotidi di innesco, lunghi circa 15-25 bp; sono solitamente due, 
un forward e un reverse, e determinano l’inizio e la fine della regione da 
amplificare), i dNTP (desossinucleotidi trifosfato, unità monometriche per 
la sintesi degli ampliconi), la DNA polimerasi (in questo caso la Taq 
polimerasi, l’enzima che catalizza la sintesi del nuovo filamento di DNA 
in vitro ed è resistente ad elevate temperature) e il buffer (fornisce 
l’ambiente chimico ideale per la polimerasi). Il protocollo per una normale 
PCR prevede tre step principali, che vengono ripetuti dalle 30 alle 40 volte 
attraverso l’utilizzo di un termociclatore. Durante l’amplificazione il DNA 
viene dapprima scaldato e di conseguenza denaturato a 90-100°C per 
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separare i due filamenti della doppia elica (denaturazione) viene poi 
raffreddato a 50-60°C (la temperatura dipende dai primers utilizzati) per 
consentire ai primers di appaiarsi alle sequenze complementari (annealing: 
i primers che formano i legami più stabili sono quelli appaiati in modo 
esatto al filamento stampo; nel tratto in cui i primers si sono appaiati si 
lega la polimerasi); il tutto viene nuovamente scaldato a 70-75°C (la 
temperatura dipende dalla polimerasi): questo permette alla polimerasi di 
estendere i primers aggiungendo le basi complementari a quelle del 
filamento stampo all’estremità 3’ sintetizzando così nuovi frammenti di 
DNA a doppio filamento (elongation). Ogni volta che il ciclo si ripete la 
quantità di DNA bersaglio raddoppia. Tuttavia il procedimento non 
prosegue all’infinito: viene raggiunto un valore soglia chiamato “plateau”, 
determinato dalla quantità dei primers, dall’attività della polimerasi e dal 
riallineamento dei frammenti; raggiunto il plateau non si osserva più un 
incremento nella quantità di frammenti prodotti. 
La PCR in Real Time segue lo stesso schema della normale PCR con la 
sostanziale differenza che permette di misurare l’amplificazione in tempo 
reale, garantendo un’accuratezza dei risultati molto maggiore. Per seguire 
il processo in tempo reale è necessario l’utilizzo di una sonda fluorescente. 
La sonda utilizzata in questo caso è la sonda a idrolisi TaqMan™ MGB. 
Questa sonda presenta all’estremità 5’ il fluoroforo “reporter” (R, emette 
fluorescenza) e all’estremità 3’ la molecola “quencher” (Q, spegne la 
fluorescenza di R) e viene disegnata per essere complementare alla 
sequenza bersaglio da amplificare. In presenza della polimerasi la sonda 
viene degradata dalla sua attività esonucleasica 5’3’ liberando il 
fluoroforo. E’ necessario impostare il tipo di fluoroforo utilizzato, in modo 
tale che lo strumento, al momento della lettura, riesca a discriminare tra il 
FAM (utilizzato per marcare la sonda che riconosce VIM e NMD) e il VIC 
(utilizzato per marcare la sonda che riconosce OXA e KPC). L’aumento di 
fluorescenza è quindi direttamente proporzionale al numero di ampliconi 
generati (Cozzi, n.d.; Università degli Studi di Sassari, n.d.). 
Il sistema automatizzato svolge estrazione (27-30 minuti), purificazione, 
amplificazione (meno di 2 ore) e interpretazione dei risultati. Possono 
essere caricati fino ad un massimo di 12 campioni in 12 binari paralleli 
indipendenti e per ciascuno vengono effettuate cinque reazioni di 
amplificazione specifiche: una per i geni della famiglia KPC (rilevati da 
una sonda marcata con fluoroforo FAM), una per i geni della famiglia 
NDM (rilevati da una sonda marcata con fluoroforo AP593), una per i geni 
della famiglia VIM (rilevati da una sonda marcata con fluoroforo AP593), 
una per i geni della famiglia IMP (rilevati da una sonda marcata con 
fluoroforo AP593) e una per i geni della famiglia OXA (rilevati da una 
sonda marcata con fluoroforo Cy5.5). Come si può notare e come è 
specificato nel protocollo stesso, i geni appartenenti alle famiglie NDM, 
VIM e IMP sono rilevati con l’utilizzo di sonde marcate con lo stesso 
fluoroforo quindi non possono essere distinti l’uno dall’altro. La CRE 
PCR Mix presente nel Kit di amplificazione contiene gli oligonucleotidi di 
innesco e le sonde specifiche per le cinque famiglie di geni considerate, gli 
oligonucleotidi innesco e la sonda specifici per la sequenza sintetica IC2 
del controllo interno, il tampone, il magnesio cloruro, i nucleotidi 
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trifosfati, gli stabilizzanti e l’enzima Taq DNA polimerasi ad attivazione 
termica. Ogni sonda è inattivata da quenchers non fluorescenti 
(ELITechGroup, 2016). 
Come da protocollo, il sistema processa 200μL di campione aggiungendo 
10μL di controllo interno (CPE, messo automaticamente dallo strumento 
prima dell’estrazione in ogni campione da analizzare) ed eluisce gli acidi 
nucleici in 100μL. 
Con questo metodo sono stati testati in tutto 107 campioni provenienti da 
76 pazienti diversi. 
I risultati ottenibili dalla corsa dei campioni sono riportati nella Tabella 1. 
 
Tabella 1 (ELITechGroup, 2016) 
 
Risultati della corsa del campione Interpretazione 
KPC DNA Detected 
Il DNA del gene KPC è stato 
rilevato nel campione. 
NDM, VIM or IMP DNA Detected 
Il DNA dei geni NDM, VIM o IMP 
è stato rilevato nel campione. 
OXA DNA Detected 
Il DNA del gene OXA è stato 
rilevato nel campione. 
KPC DNA Not Detected or below 
LoD 
Il DNA dei geni KPC non è stato 
rilevato nel campione. Il campione è 
negativo per questo gene oppure la 
sua presenza è al di sotto del limite 
di rilevazione del prodotto. 
NDM, VIM and IMP DNA Not 
Detected or below LoD 
Il DNA dei geni NDM, VIM e IMP 
non è stato rilevato nel campione. Il 
campione è negativo per questi geni 
oppure la loro presenza è al di sotto 
del limite di rilevazione del 
prodotto. 
OXA DNA Not Detected or below 
LoD 
Il DNA dei geni OXA non è stato 
rilevato nel campione. Il campione è 
negativo per questo gene oppure la 
sua presenza è al di sotto del limite 
di rilevazione del prodotto. 
Invalid – Retest Sample 
Risultato del saggio non valido a 
causa di un problema con il 
Controllo Interno (estrazione errata 
o presenza di un inibitore). 
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3. Metodica molecolare “in-House” utilizzata nel Servizio di 
Microbiologia per la ricerca delle KPC  
 
Per confrontare i sistemi di amplificazione, dopo aver ottenuto i risultati 
del test di cui al punto 2, tutti gli eluati sono stati ritestati con il sistema di 
amplificazione in Real Time PCR presente “in-House”. 
Anche in questo caso si tratta di un saggio qualitativo, incentrato 
sull’identificazione dei quattro target principali KPC, VIM, NDM e OXA-
48 (e quindi dei relativi geni blaKPC, VIM, NDM, OXA-48). 
La mix utilizzata è la TaqMan® Fast Universal PCR Master Mix 2X della 
Applied Biosystems® (Life Technologies™). La tecnologia FAST 
permette di ottenere i risultati in 40-45 minuti. Per l’amplificazione di tutti 
e quattro i target sono state allestite due reazioni duplex riportate nelle 
Tabelle 2 e 3. I primers e le sonde sono stati disegnati e validati “in-
House”. Tutte le miscele di reazione vengono aliquotate in apposite piastre 
da 96 pozzetti, coperte con un film ottico e centrifugate per qualche 
secondo prima di essere caricate nello strumento. La reazione prevede un 
ciclo di 20s a 95°C per la denaturazione seguito da 45 cicli per 
l’amplificazione, di cui 1s a 95°C per la denaturazione e 20s a 60°C per 
l’allineamento e l’estensione. Terminata l’amplificazione, vengono 
interpretati i risultati. La presenza di un segnale di fluorescenza indica la 
presenza del gene ricercato ed in base al Ct ottenuto (numero di cicli in cui 
si ha un aumento logaritmico del segnale) si può avere un’indicazione 
sulla sua concentrazione. Un Ct con un valore  basso significa che nel 
campione è presente molto gene target, se invece il valore è alto significa 
che il gene target è presente a basse concentrazioni. 
Nei campioni viene effettuata anche la ricerca del rRNA (RNA 
ribosomiale) 16S, per verificare una eventuale inibizione del campione. 
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Tabella 2: Componenti della miscela di reazione per la ricerca in multiplex 
di KPC e VIM. 
 
Miscela di reazione per la ricerca di KPC e VIM 
TaqMan® Fast Universal PCR Master Mix 2X 12,5μL 
Primers (KPCF + KPCR, 7,5μM per primer) / 
Sonda (KPCP, 3μM) mix 2μL 
Primers (VIMF + VIMR, 10μM per primer) / 
Sonda (VIMP, 3μM) mix 2μL 
Campione da analizzare 5μL 
Acqua 3.5μL 
 
 
Tabella 3: Componenti della miscela di reazione per la ricerca in multiplex 
di OXA e NDM. 
Miscela di reazione per la ricerca di OXA e NDM 
TaqMan® Fast Universal PCR Master Mix 2X 12,5μL 
Primers (OXAF + OXAR, 7,5μM per primer) / 
Sonda (OXAP, 3μM) mix 2μL 
Primers (NDMF + NDMR, 10μM per primer) / 
Sonda (NDMP, 3μM) mix 2μL 
Campione da analizzare 5μL 
Acqua 3.5μL 
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RISULTATI 
  
Sono stati processati (estratti ed amplificati) 107 campioni con il sistema ELITe 
InGenius™  i cui estratti sono stati poi amplificati con il sistema “in-House”.  
Con il test “in-House” il 55% dei campioni è risultato positivo per KPC, il 2% è 
risultato positivo per VIM, l’1% è risultato positivo con coinfezione per 
NDM/OXA, KPC/NDM e KPC/OXA/NDM e il 35% è risultato negativo (Figura 
3). 
Figura 3: Rappresentazione grafica dei risultati ottenuti attraverso l’utilizzo del 
sistema “in-House”. 
 
Con il test ELITe InGenius™ il 44% dei campioni è risultato negativo, il 38% è 
risultato positivo per KPC ed il 18% è stato ritenuto invalido in quanto il controllo 
interno non rientrava nei limiti prestabiliti (Figura 4). 
NEGATIVI
35%
KPC
55%
KPC NDM
1%
KPC OXA NDM
1%
NDM
5%
NDM OXA
1%
VIM
2%
TEST "IN HOUSE"
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Figura 4: Rappresentazione grafica dei risultati ottenuti attraverso l’utilizzo del 
sistema automatizzato ELITe InGenius™. 
 
Gli estratti dei campioni ottenuti con lo strumento ELITe InGenius™ che sono 
stati considerati invalidi sono stati amplificati con il sistema “in-House” per 
confrontare i sistemi di amplificazione. Il 58% di questi campioni è risultato 
positivo per uno o più geni e solo il 42% è risultato negativo (Figura 5). 
 
 
Figura 5: Rappresentazione grafica dei risultati ottenuti dall’amplificazione “in-
House” dei campioni considerati invalidi con lo strumento ELITe InGenius™. 
 
I campioni considerati invalidi con lo strumento ELITe InGenius™ e amplificati 
con il sistema “in-House” avevano valori di Ct che variavano da 13 a 33 (Figura 
6). 
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Figura 6: Rappresentazione grafica del Ct dei campioni. *, ** coinfezione di due 
campioni. 
 
I campioni risultati invalidi con il sistema ELITe InGenius™ e che sono risultati 
negativi per i geni che conferiscono resistenza ai farmaci con il sistema “in-
House” sono stati amplificati per la ricerca del 16S per verificare la presenza di 
eventuali inibitori. E’ stata quindi effettuata su questi 8 campioni  la ricerca 
dell’rRNA 16S: 2 campioni sono risultati negativi mentre per i 6 campioni 
risultati positivi in Figura 7 sono stati riportati i valori dei Ct ottenuti. 
 
 
Figura 7: Rappresentazione grafica dei Ct ottenuti con la ricerca del 16S sui 
campioni risultati invalidi al test ELITe InGenius™ e negativi ai test “in-House”. 
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Nella serie di campioni processati in questo studio (107), vi erano campioni di 14 
pazienti monitorati in tempi diversi (da 2 a 8 campioni per paziente). In Figura 8 
sono riportati i risultati ottenuti con il sistema di amplificazione “in-House” e con 
il sistema ELITe InGenius™. In Figura 9 è riportato il dettaglio del monitoraggio 
per il paziente 1. 
 
Figura 8: Rappresentazione grafica dei risultati ottenuti con il sistema ELITe 
InGenius™ e con il sistema “in-House”. 
 
 
 
Figura 9: Dettaglio del monitoraggio per il paziente 1. In questa figura si possono 
apprezzare le differenze tra i due sistemi di analisi: il sistema “in-House” ha 
rilevato una positività con buoni valori di Ct per ogni campione testato mentre il 
sistema ELITe InGenius™ ha rilevato solo 5 positività su 8. 
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DISCUSSIONE 
 
Il confronto fra i due sistemi di amplificazione, il sistema automatizzato ELITe 
InGenius™ e il sistema “in-House”, ha evidenziato una differente sensibilità in 
quanto il primo sistema presenta il 38% di campioni positivi ed il secondo il 65%. 
Il sistema ELITe InGenius™ non ha evidenziato la presenza di campioni positivi 
per i geni OXA, NDM e VIM. 
Dei campioni che il sistema ELITe InGenius™ ha definito invalidi (18%) in 
quanto il controllo interno non superava i range stabiliti (presenza di inibitori) e 
per i quali nessun gene era stato rilevato, una volta analizzati gli estratti con il 
sistema “in-House” nel 58% dei campioni è stata rilevata la presenza di uno o più 
geni di resistenza. I campioni risultati invalidi con il sistema ELITe InGenius™ e 
negativi per la ricerca di geni (KPC, OXA, NDM, VIM) con il test “in-House” 
sono stati valutati per la possibile inibizione con la ricerca del 16S. Da questa 
ricerca due campioni sono risultati negativi (indice di un problema dovuto alla 
presenza di inibitori nel campione o di problemi insorti a livello di estrazione) 
mentre i 6 campioni che sono risultati positivi presentavano buoni livelli di Ct. 
L’analisi di campioni appartenenti allo stesso paziente monitorati nel tempo con i 
due sistemi di amplificazione ha evidenziato che il sistema “in-House” ha dato lo 
stesso esito per tutti (positivo o negativo), il sistema ELITe InGenius™ ha invece 
dato dei risultati discontinui su 9 campioni mentre vi era concordanza in 5. 
Il sistema ELITe InGenius™ si è dimostrato dispendioso dal punto di vista 
tecnico dal momento che sono richieste 2 ore ogni 15 giorni per aggiornare i 
controlli positivi e negativi, si possono testare solo 12 campioni a seduta e per 
ciascuna di queste vengono impiegate 2 ore. Il sistema “in-House”, al contrario, 
impiega 40 minuti per eseguire l’amplificazione e si possono processare fino a 96 
campioni contemporaneamente. 
Con i dati ottenuti si è quindi dimostrato che il sistema automatizzato ELITe 
InGenius™ non è sufficientemente sensibile e specifico nell’individuazione dei 
geni per la resistenza agli antibiotici. 
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